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Abkürzungsverzeichnis 
 
3-MA 3-Methyladenin 
5-ALA 5-Aminolävulinsäure 
ATCC American Type Culture Collection 
bzw. Beziehungsweise 
ca. Circa 
DSB Double strand break 
FIGS Flourescence image guided surgery 
FITC Fluoresceinisothiocyanat 
GBM Glioblastoma multiforme 
IC-30 Konzentration die 30% der Zellen inhibiert 
KOF Körperoberfläche 
LASER Light amplification by stimulated emission of radiation 
LC3 1A/1B-light chain 3 protein 
LSM LASER scanning microscope 
NSCLC Non small cellular lung cancer 
OP Operation 
PDT Photodynamische Therapie 
ROS Reactive oxygen species 
SCID Severe Combined Immunodeficiency  
THPTS Tetrahydroporphyrin-Tetratosylat 
TUR Transurethrale Resektion 
u. a. Unter anderem 
u. g. Unten genannt 
vs.  Versus 
ZNS Zentrales Nervensystem 
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1. Einführung 
 
1.1  Gliobastoma multiforme 
 
Gliome sind mit über 70 % die häufigsten hirneigenen Tumore des Menschen. Das 
Glioblastoma multiforme stellt hierbei nicht nur die häufigste, sondern auch die aggressivste 
histologische Subgruppe mit einer Inzidenz von 4 – 5 / 100.000 pro Jahr dar. Das mittlere 
Erkrankungsalter beträgt 61 Jahre (Ohgaki H et al. 2005). Trotz aller klinischen und 
therapeutischen Neuerungen bleibt die Prognose weiterhin sehr schlecht. Die mediane 
Überlebenszeit nach Diagnosestellung mit entsprechender multimodaler Therapie beträgt ca. 
15 Monate, das mittlere progressionsfreie Überleben ca. 7 Monate (Stupp R et al. 2005).  
 
1.2  Multimodale Standardtherapie von Glioblastomen 
 
Unter einer optimalen multimodalen Standardtherapie von Glioblastomen wird heutzutage die 
Kombination aus Chirurgie, Strahlentherapie und Chemotherapie verstanden. Zuerst sollte die 
makroskopische 5-ALA gestützte Komplettresektion erfolgen, welche als Flourescence 
Image Guides Surgery ein etabliertes und praktikables Verfahren darstellt (Stummer W et al. 
2017) und zu einer verbesserten Resektabilität und damit verbunden zu einem verbesserten 
Gesamtüberleben führt (Ryken TC et al. 2008; Stummer W et al. 2006). 
Im Anschluss erhält der Patient eine Radiochemotherapie (60 Gy in 30 Fraktionen und 
simultane Gabe von Temozolomid 75 mg/m² KOF) sowie mindestens 6 Monate 
Erhaltungschemotherapie mit Temozolomid 200 mg/m² KOF (Stupp R et al. 2005). Diese 
adjuvante Therapie führt ebenfalls zu einer Erhöhung des Gesamtüberlebens im Vergleich zu 
unbehandelten Patienten oder Patienten, die postoperativ ausschließlich eine Bestrahlung 
erhalten haben (Stupp et al. 2005).  
Aufgrund der hohen Strahlenresistenz sowie dem häufig infiltrativen Wachstum der 
Glioblastomzellen kommt es in den meisten Fällen jedoch innerhalb von kurzer Zeit zum 
Rezidiv. In 80 – 95 % der Fälle ist dieses lokale Rezidiv innerhalb von 2 cm um die 
Resektionshöhle zu finden  (Eljamel S et al. 2010; Kostron H et al. 2010). 
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1.3  Photodynamische Therapie (PDT) – Mechanismus und Einsatzgebiete 
 
Die photodynamische Therapie basiert grundsätzlich auf den Prozessen Lichtabsorption und 
Energietransfer (Abbildung 1). Der Photosensibilisator wird hierbei mittels Licht spezifischer 
Wellenlängen aus einem stabilen, energetisch niedrigen Grundzustand in einen energetisch 
höheren aber instabilen Zustand gebracht. Ursächlich ist hier die Verschiebung eines der 
beiden Elektron auf eine energetisch höhere Elektronenschale mit Beibehaltung des 
entgegengesetzten Spins. Aus diesem angeregten Zustand erfolgt die Rückkehr in den 
Grundzustand über 2 verschiedene Wege. Der erste und schnellste Weg ist die Abgabe der 
überschüssigen Energie als Wärmeemission oder als Lichtemission (Fluoreszenz). Letzteres 
ist der Grund, weshalb sogar in vivo eine genaue Messung der Lokalisation und 
Akkumulation der Photosensibilisatoren möglich ist. Der zweite Weg den Grundzustand zu 
erreichen, ist über die Bildung von sogenannten Triplet-Zuständen. Hierbei kehrt das 
angeregte Elektron seinen Spin um, was einen Energieverlust via Fluoreszenz nicht mehr 
möglich macht und der so erreichte angeregte Zustand energetisch stabiler ist. Auf Grund der 
so „gewonnenen“ Zeit, ist es nun möglich, dass zwei verschiedene chemisch-physikalische 
Reaktionen ablaufen können. 
Bei der ersten Reaktion (Typ I) kommt es auf Grund des Triplet-Zustandes zur Bildung von 
ROS durch Elektronen- oder Protonentransfer an Membranen oder Molekülen. Die Typ II 
Reaktion ist gekennzeichnet durch einen direkten Energietransfer des Triplets auf 
molekularen Sauerstoff, was zur Bildung von Singlet-Sauerstoff führt. Beide Reaktionen 
können gleichzeitig ablaufen und sind in Ihrem Verhältnis zu einander vom verwendeten 
Photosensibilisator, den Substrat- und Sauerstoffkonzentrationen abhängig (Castano A et al. 
2004). Sowohl die so entstandenen ROS als auch der Singlet-Sauerstoff sind hochpotente 
Verbindungen die mit einer Vielzahl von Molekülen reagieren können und sie so durch 
oxidativen Stress schädigen. Auf Grund der hohen Reaktionsfreudigkeit der Verbindungen 
sowie der kurzen Halbwertszeit (< 40 ns), werden lediglich Strukturen oder Moleküle in 
direkter Umgebung des Entstehungsortes geschädigt (< 20 nm), weshalb die Lokalisation des 
Photosensibilisators mit seinem Wirkungsort gleichzusetzen ist. (Castano A et al. 2004) 
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Abbildung 1 – Darstellung Mechanismus PDT (Castano A et al. 2004) 
 
Die grundsätzliche Idee der photodynamischen Therapie ist bereits sehr alt. Erste Versuche 
zur therapeutischen Anwendung der Photodynamik gab es bereits um 1900 (von Tappeiner H 
et al. 1903; Dreyer G. 1903). Jedoch erschwerte zunächst das Fehlen gut geeigneten 
Photosensibilisatoren die Verbreitung und Anwendung der PDT. Ein breites 
Anwendungsspektrum war auf Grund der nicht optimalen physikalischen Eigenschaften wie 
chemischen Instabilität, schlechte Wasserlöslichkeit, wenig selektive Akkumulation in den 
Tumoren sowie geringe Eindringtiefen nicht gegeben. Mit fortschreitender technischer 
Entwicklung kam es Ende des 20. Jahrhunderts zur Entwicklung immer neuerer 
Photosensibilisatoren. Daher findet die PDT heutzutage in vielen Bereichen der Medizin 
Anwendung. 
 
Die bisher führende Fachrichtung in der Verwendung von PDT ist die Dermatologie. Hier 
findet sich ein breites Anwendungsspektrum in der Behandlung von kutanen Erkrankungen 
wie aktinischer Keratose, Akne, Warzen, Psoriasis und lokaler Sklerodermie. Außerdem wird 
die PDT bei kosmetischen Hautverjüngungen angewendet. Neben benignen Erkrankungen 
basieren auch dermatologisch-onkologische Primärtherapiekonzepte von 
Plattenepithelkarzinomen und Basaliomen (Wen X et al. 2017) oder Rezidivtherapien von 
Mucosis fungoides (Pileri A et al. 2017) auf Photodynamik sofern Operationen nicht mehr 
möglich oder sinnvoll erscheinen. Die am häufigsten verwendeten Photosensibilisatoren sind 
hier 5-ALA und seine Derivate. 
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In der Pulmologie wird die PDT zum Beispiel mittels Dihämatoporphyrinesther im Rahmen 
endobronchialer Tumorbehandlungen bei NSCLC durchgeführt (Diaz-Jiménez JP et al. 1999). 
Häufig handelt es sich hier jedoch um palliative Situationen, obgleich auch eine primäre 
Anwendung mit guten Resultaten bei oberflächlich endobronchial wachsenden Tumoren 
möglich ist (Kato H et al. 2004). Auch bei der Behandlung des malignen Pleuramesotheliom 
kann die PDT im Rahmen der multimodalen Therapie zur Anwendung kommen (Simone CB 
et al. 2014).  
 
Untersuchungen von PDT mit Photofrin bei oberflächlichen Brustwandrezidiven von 
Mammakarzinomen nach erfolglosen salvage Therapien (Re-OP, Re-Radiatio, 
Chemotherapie) zeigten als mögliche palliative Anwendung ebenfalls gute Ergebnisse bzgl. 
der klinischen Response bei gleichzeitig geringer Morbidität (Allison R et al. 2001). In der 
Primärtherapie findet sie jedoch keine Verwendung. 
 
Auch im Fachbereich der Urologie zeigte sich eine hohe Ansprechrate (> 70 %) nach PDT bei 
oberflächlichen Urothelkarzinomen der Harnblase (Prout GR Jr., Lin CW. 1987) bzw. bei 
Karzinoma in situ (Uchibayashi T et al. 1995). In einer anderen multizentrischen Arbeit 
konnte mittels intraoperativer 5-ALA PDT nach TUR eine Reduktion der Rezidivraten 
innerhalb eines Jahres auf 22 % beobachtet werden, im Gegensatz zu 40 – 80 % bei TUR-
Monotherapie (Filonenko EV et al. 2016). 
 
Fallserien zur PDT mit 5-ALA und Photofrin von benignen und malignen gastrointestinalen 
Tumoren im Ösophagus, Duodenum und Rektum zeigten ebenfalls die lokale Wirksamkeit 
dieser Therapie (Mĺkvy P et al. 1999). Bezüglich des Barrett Ösophagus konnte in einer Serie 
von 102 Patienten eine vollständige Entfernung der Dysplasien bzw. der Mukosa assoziierten 
Adenokarzinome in über 50 % der Fälle erreicht werden (Wolfsen HC et.al. 2004). In einer 
Phase III Studie mit 165 Patienten konnte die Überlegenheit einer kombinierten Therapie von 
PDT mit Omeprazol (77 % ohne anschließendem Nachweis von Dysplasien) gegenüber 
Omeprazol allein (39 % ohne anschließenden Nachweis von Dysplasien) bei der Behandlung 
des Barrettösophagus gezeigt werden. Daraus resultierend ergab sich auch eine geringere Rate 
an späteren Karzinomen in der PDT Gruppe (15 % vs. 29 %) (Overholt BF et al. 2007). 
 
In der Hirntumortherapie wurden bereits mehrere Untersuchungen zur möglichen 
Anwendungen von Photodynamik durchgeführt. Bereits 1991 konnte in einer Fallserie von 
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Paul Muller et al. (1991) bei einem Teil der Patienten (ca. 20 %)  mit malignen Gliomen oder 
intrakraniellen Metastasen durch eine intrakavitäre Behandlung mit PDT ein Lokalrezidiv 
verhindert werden. Möglich wurde dies durch eine geringe chirurgische Aushöhlung des 
Tumors, in welcher die Laseramplifikation erfolgte. 
Weitere Untersuchungen an anderen intrakraniellen Tumorentitäten wie Ependymomen, 
Meningeomen, ZNS Metastasen und Hypophysenadenomen zeigten vielversprechende 
Ergebnisse, welche die PDT meist unter Verwendung von 5-ALA als mögliche adjuvante 
Strategie erscheinen lassen (Kaye AH et al. 1987; Kostron H et al. 1988; Krishnamurthy S et 
al. 2000).  
Studien von PDT mit neueren Photosensibilisatoren zeigten aufgrund der hohen Anreicherung 
in den Tumorzellen die Möglichkeiten die PDT auch zur intraoperativen Diagnostik bis hin 
zur FIGS zu verwenden. Therapeutisch zeigte sich hierdurch eine Verlängerung des 
progressionsfreien Intervalls, jedoch keine statistische Verbesserung des Gesamtüberlebens 
(Eljamel MS et al. 2008; Muller PJ et al. 2006; Stummer W et al. 2011; Stylli SS et al. 2005).  
Dennoch ist gerade die intraoperative PDT mit 5-ALA aufgrund des häufigen und 
standardmäßigen Einsatzes der Substanz im Rahmen der FIGS von höhergradigen Gliomen 
ein Feld mit stetig steigendem Interesse (Stepp H. 2018). Folglich wurden mehrere neue 
Studien zur Untersuchung der 5-ALA basierten intraoperativen PDT initiiert (NOA 11 2017; 
Vermandel M. 2017).  
Die Einbindung einer PDT in den klinischen Standardablauf erscheint dennoch 
vergleichsweise einfach. Nach erfolgter Photofluoreszenz gesteuerter maximaler Resektion, 
wird eine intraoperative PDT sowie im Anschluss eine Standardstrahlentherapie durchgeführt. 
Hiermit könnten residuelle Tumorzellen abgetötet und damit das progressionsfreie Überleben 
gesteigert werden (Agostinis P et al. 2011, Kostron H. 2010). Darüber hinaus ist auch eine 
erstmalige oder erneute intraoperative PDT im Rezidivfall bei vorbehandelten bzw. 
vorbestrahlten Hirntumoren durchführbar (Ewelt C et al. 2015; Eljamel S. 2010; Stylli SS et 
al. 2005; Vanaclocha V et al. 2015). 
 
1.4  Tetrahydroporphyrin-Tetratosylat (THPTS) 
 
Grundlegender Bestandteil dieser Arbeit ist der neu entwickelte Photosensibilisator THPTS. 
Die maximale Lichtabsorption von THPTS liegt bei einer Wellenlänge von 760 nm und damit 
nahe dem infraroten Lichtbereich. Auf Grund dessen sowie dem hohen 
Extinktionskoeffizienten (105,000 M
−1
cm
−1
) ist es auch in tieferen Gewebsschichten bis ca. 2 
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cm möglich, eine ausreichende Anregung von THPTS durchzuführen. Dies konnte bereits in 
C26 Kolonkarzinomgewebe gezeigt werden (Schastak S et al. 2005). 
THPTS ist darüber hinaus sehr gut wasserlöslich (c = 20 mg/ml), was sowohl eine 
intraperitoneale, interstitielle als auch intravenöse Verabreichung möglich macht.  
Die Substanz löst lediglich eine geringe Photosensibilität der Haut aus, welche innerhalb von 
24 h wieder abklingt.  
Der 4-fach positiv geladene Photosensibilisator akkumuliert auf zellulärer Ebene vor allem im 
Bereich der Mitochondrien (Trapp S et al. 2005). In anderen Arbeiten konnte außerdem 
gezeigt werden, dass THPTS sich besonders im Tumorgewebe anreichert (Schastak s. et al. 
2008) und in vivo (SCID Maus) Konzentrationen von bis zu 20 µg/g Körpergewicht 
intraperitoneal erreicht werden können (Oertel M et al. 2003). 
Als zusätzliches Merkmal weist THPTS einen Fluoreszenzbereich bei 655 nm auf, sofern die 
Anregung durch Licht der Wellenlänge 420 nm erfolgt (Schastak S et al. 2005). Daher wäre 
neben dem therapeutischen Anwendungsbereich auch eine mögliche Verwendung im Rahmen 
der photofluoreszenzbasierten Chirurgie denkbar, welche beispielsweise das chirurgische 
Standardvorgehen in der Gliomchirurgie mittels 5-ALA darstellt, dass in einem ähnlichen 
Fluoreszenzbereich sichtbares Licht erzeugt. 
Die Wirksamkeit einer THPTS-PDT in Bezug auf Tumorzellen konnte in experimentellen 
Arbeiten bereits an Retinoblastomzellinien (Walther J et al. 2014) und 
Harnblasenkarzinomzellen (Neuhaus J et al. 2013) gezeigt werden. Darüber hinaus konnten 
sehr gute Ergebnisse zur in vitro Behandlung von gram negativen und gram positiven 
methicillin-resistenten Bakterien mit THPTS-PDT erreicht werden (Schastak S et al. 2008). 
 
1.5  Kombination von photodynamischer Therapie und ionisierender Strahlung  
 
Die Kombination von PDT und ionisierender Bestrahlung wurde für verschiedene andere 
Photosensibilisatoren und Tumorentitäten auf zellulärer Ebene bereits untersucht. Hier zeigten 
sich hauptsächlich synergistische Effekte (Agostinis P et al. 2011; Colasanti A et al. 2004; 
Ghoodarzi R et al. 2016; Montazerabadi AR et al. 2012; Pogue BW et al. 2003; Prinsze C et 
al. 1992; Sazgarnia A et al. 2013). 
In der klinischen Anwendung erfolgten ebenfalls erste Untersuchungen zur sequenziellen 
Anwendung von Strahlentherapie und PDT: 
Die sequenzielle Kombination endobronchialer Strahlentherapie (Brachytherapie) und 
endobronchialer PDT zeigte in einer Fallserie mit 32 Patienten eine sehr gute lokale Kontrolle 
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bei endobronchial limitierten Bronchialkarzinomen. Nach zwei Jahren zeigte sich weiterhin 
bei 26 Patienten eine vollständige lokale Kontrolle (Freitag L et al. 2004). 
Auch in der Therapie des Ösophaguskarzinoms konnte die sequenzielle Kombination von 
PDT mit Bestrahlung bereits erfolgreich eingesetzt werden (Corti et al. 2000). In einer Studie 
mit 62 Patienten mit Tis, T1, T2 oder Anastomosenrezidivkarzinomen erfolgte der Vergleich 
alleiniger PDT vs. PDT in Kombination mit Bestrahlung. Die alleinige PDT führte dabei zu 
einer kompletten Remission in 37 % der Fälle, wobei das Ansprechen bei den Tis/T1 
Tumoren deutlich besser war (44 % Tis / T1 vs. 28 % T2 / Anastomosenrezidive). Alle 
Patienten mit inkompletter Remission bzw. mit lokalem Rezidiv nach PDT wurden einer 
anschließenden Radiotherapie mit 64 Gy zugeführt, wobei eine komplette Remissionsrate von 
insgesamt 82 % erreicht werden konnte (Tis / T1 mit 89 % / 87 % und T2 mit 57 %). Dies 
zeigt, dass die alleinige PDT bereits eine gute Wirksamkeit bei oberflächlichen 
Ösophagustumoren erzielt, die Kombination mit Strahlentherapie jedoch eine deutliche 
Steigerung der Remissionsraten mit sich bringt.  
Da jedoch weiterhin die primär endoskopische bzw. operative Therapie in den meisten Fällen 
den Goldstandard darstellt, ist der Einsatz der PDT bzw. die Kombination mit Radiotherapie 
nur in Einzelfällen bzw. bei nicht primär operativ behandelbaren Patienten eine mögliche 
Option und wird daher bisher nicht in größerem Umfang eingesetzt. 
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2. Ziele der Arbeit 
 
Die etablierten Therapieoptionen beim Glioblastoma multiforme sind weiterhin in ihrer 
Wirksamkeit sehr beschränkt. Neue Therapieansätze werden benötigt. 
Bedingt durch die Entwicklung immer neuerer Photosensibilisatoren mit unterschiedlichen 
und verbesserten physikalischen Eigenschaften bekommt der Einsatz der Photodynamischen 
Therapie ein immer größer werdendes Anwendungsspektrum in der Medizin. THPTS stellt 
hierbei eine Besonderheit dar, da es mittels sehr langwelligen Lichts (760 nm) angeregt wird 
um entsprechende photodynamische Effekte auszulösen. Dies führt zu einer im Vergleich 
hohen therapeutischen Behandlungstiefe im Gewebe und macht THPTS u.a. auch wegen 
seiner guten wasserlöslichen Eigenschaften zu einer klinisch sehr interessanten Substanz.  
Ziel dieser Arbeit war es, erstmalig die grundsätzlichen Effekte einer THPTS-PDT auf die 
metabolische Aktivität und Zellproliferation, das klonogene Überleben und die Art des Zell-
untergangs humaner Glioblastom Zellen in vitro zu untersuchen, mögliche synergistische oder 
additive Wirkungen in Kombination mit ionisierender Strahlung zu prüfen sowie erste in vivo 
Versuche am Tiermodell zur Wirksamkeit und Eindringtiefe in soliden C6 GBM 
durchzuführen. 
 
Dies wurde unter folgenden Fragestellungen durchgeführt:  
a) Welche Zeitfenster und Konzentrationen sind optimal für eine Behandlung mit THPTS-
PDT in humanen Glioblastomzellen? Gibt es eine Dunkeltoxizität?  
b) Welche intrazelluläre Lokalisation von THPTS in humanen Glioblastomzellen lässt sich 
nachweisen? Ist eine Kernlokalisation vorhanden, welche zu DSB führen könnte? 
c) Welche Auswirkungen hat eine THPTS-PDT auf den Metabolismus humaner 
Glioblastomzellen? 
d) Welchen Effekt haben eine THPTS-PDT sowie ihre Kombination mit ionisierender 
Bestrahlung auf die Zellproliferation sowie das klonogene Überleben? 
e) Auf welchem Mechanismus beruht die zelluläre Toxizität von THPTS-PDT – Apoptose / 
Nekrose? 
f) Gibt es eine Autophagie Induktion durch THPTS-PDT? 
g) Zeigt sich bei einer in vivo Gabe im Rattenmodell eine ausreichende Anreicherung von 
THPTS in soliden C6 GBM Tumoren, welche zu einem therapeutischen Effekt führt? 
h) Welche maximalen Eindringtiefen können in vivo mit THPTS-PDT erreicht werden? 
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3. Angewendete Methoden und Materialien  
 
Für die in vitro Experimente wurden drei humanen Glioblastomzellen (A-172, U-87 MG und 
DBTRG-05MG) verwendet und stets entsprechend der Vorgaben der American Type Culture 
Collection (ATCC) kultiviert. Alle Experimente fanden, falls nicht anderweitig beschrieben, 
bei Raumtemperatur statt.  
Zur  Durchführung der THPTS-PDT wurde unter Abwesenheit von Tages- und Laborlicht ein 
3 W LASER (Wellenlänge von 760 ± 4 nm, Lichtdosis 30 J/cm², Lichtleistung (20 - 80 
mW/cm²)  verwendet. Als Lichtquelle für das Labor diente in dieser Zeit eine Halogenlampe, 
welche mit Hilfe eines Filters lediglich Licht mit einer Wellenlänge von 600 nm emittierte. 
Licht dieser Wellenlänge führt zu keiner Anregung von THPTS (Schastak S, Yafai Y et al. 
2008). 
Für die intrazelluläre Lokalisation von THPTS wurde beispielhaft eine Inkubation der A172 
GBM Zelllinie für 2 h mit 200 µM THPTS bei 37 °C durchgeführt. Gleichzeitig erfolgte die 
Inkubation mit 200 nM MitoTracker Green FM (M7514, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland). 
Im Anschluss  erfolgte die Visualisierung mittels LSM 5 Pascal LASER Mikroskop (ZEISS, 
Oberkochen, Deutschland) unter Verwendung eines Achroplan 63×0.95 Wasser Immersions 
Objektives. 
Basierend auf der Bestimmung der NADH-Dehydrogenase Aktivität bzw. der BrdU-
Inkorporation in die DNA erfolgten die Untersuchungen zur metabolischen Aktivität sowie 
zur Zellproliferation unter Verwendung des WST-1 Assay bzw. BrdU Assay. Die 
Quantifizierung wurde mittels photometrischer Absorptionsmessung bei 450 nm 
durchgeführt.  
Bezüglich des Zelltodes nach erfolgter THPTS-PDT untersuchten wir Apoptose- und 
Nekroseverhalten mit Hilfe von Durchflusszytometrie unter Verwendung von FITC Annexin 
V apoptosis detection kit II (BD Bioscience). Die entsprechenden Experimente zur Induktion 
von Autophagie basierten auf dem Nachweis von LC3 II Autophagolysosomen mittels 
konfokaler Immunfluoreszenzmikroskopie sowie Westernblot Analysen der LC3 I 
Konversion in LC3 II mit und ohne 3-MA Autophagieinhibitor. 
Die Schädigung der DNA durch Induktion von DSB wurden im Gamma H2AX Assay unter 
Fluoreszenzmikroskopie nach Behandlung mit THPTS-PDT, ionisierender Strahlung 
(Verwendung einer 150 KV Röntgenröhre mit einer Dosisleistung von 0,813 Gy / min – 
DARPAC 150-MC, Ray Tech) oder der Kombination beider Therapien nachgewiesen. 
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Der klonogene Assay als Goldstandard für das klonogene Überleben wurde für alle Zelllinien 
ebenfalls nach THPTS-PDT, ionisierender Bestrahlung und deren Kombination durchgeführt. 
Zur Testung der in vivo Effekte der THPTS-PDT erfolgte die Verwendung eines C6 GBM 
Wistar Ratten Modells, bei dem Ratten in 6 Experimentalgruppen à 3 Tiere eingeteilt und 
entsprechend behandelt wurden (1: THPTS + LASER 100 J/cm², 2: THPTS + LASER 50 
J/cm², 3: THPTS ohne LASER, 4: LASER 100 J/cm², 5: LASER 50 J/cm², 6: unbehandelte 
Kontrolle). THPTS wurde hierbei mit einer Dosierung von 5 mg/kg intraperitoneal injiziert. 
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Titel 
„Photodynamische Therapie mit Tetrahydroporphyrin-Tetratosylat (THPTS) und ihre 
Kombination mit ionisierender Strahlung in humanen Glioblastomzellen“ 
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Betreut von 
Prof. Dr. med. Rolf-Dieter Kortmann / Dr. rer. nat. Annegret Glasow 
 
Eingereicht: 
 
 
Die Erfolge in der Behandlung von Glioblastomen sind heutzutage trotz multimodaler 
Therapien weiterhin sehr unbefriedigend. Die klinischen Anwendungen von 
Photosensibilisatoren im Rahmen einer Photodynamischen Therapie (PDT) zeigen sich 
aktuell auf oberflächliche Tumore oder palliative Situationen begrenzt, was unter anderem 
durch die geringen therapeutischen Eindringtiefen im Gewebe bedingt ist. 
Kombinationsversuche von PDT mit Standardtherapien wie Bestrahlung zeigen positive 
Effekte, bleiben jedoch klinisch eher die Ausnahme. 
THPTS stellt eine Substanz dar, welche auf Grund ihrer physikalischen Eigenschaften größere 
therapeutische Eindringtiefen im Gewebe verspricht und so auch die Behandlung von 
größeren Tumoren oder infiltrativ wachsenden Tumorzellen im Gewebe ermöglichen soll. 
Ziel der Arbeit war es, die grundlegenden Mechanismen einer THPTS basierten PDT auf 
humane Glioblastomzellen in vitro zu untersuchen sowie kombinatorische Effekte mit 
ionisierender Strahlung zu erforschen. Des Weiteren sollte in ersten in vivo Versuchen eine 
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Wirksamkeitsprüfung sowie die maximale Behandlungstiefe im Gewebe am Tiermodell 
untersucht werden. 
In unserer Arbeit wurden zunächst die grundlegenden Parameter einer THPTS-PDT geprüft. 
Mit Hilfe von Spectralanalysen zeigte sich THPTS in Wasser gelöster Form für ca. 4 Tage bei 
4 °C und für 3 Wochen bei -20 °C stabil. Eine Lichtdosis von mindestens 30 J/cm² sowie eine 
Inkubationszeit von 3 - 24 h wurden für die PDT in vitro als optimal ermittelt. 
Dunkeltoxizitäten traten in den verwendeten Konzentrationsbereichen nicht auf. Dies wurde 
bereits in Arbeiten mit THPTS-PDT an anderen Zelllinien (Retinoblastomzellen, 
Aderhautmelanomzellen) beschrieben (Schastak S et al. 2005; Walther J et al. 2014). Eine 
Anregung von THPTS mit ionisierender Strahlung und somit Induktion einer 
photodynamischen Reaktion bzw. einer radiosensibilisierenden Wirkung konnte nicht 
beobachtet werden. Diese Eigenschaft haben die meisten Photosensibilisatoren gemein 
(Schaffer M et al. 2002).  
Wir konnten zeigen, dass eine PDT mit THPTS in vitro zu einer konzentrationsabhängigen 
Reduktion der metabolischen Zellaktivität sowie der Proliferationsgeschwindigkeit aller 
verwendeten Glioblastomzelllinien führt. Bereits ab einer Konzentration von 2 µg/ml konnte 
ein signifikanter Rückgang der Proliferationsgeschwindigkeit nachgewiesen werden. Dies ist 
umso interessanter, da eine Konzentration des gut wasserlöslichen THPTS von 2 µg/ml auch 
in vivo erreicht werden kann (Oertel M et al. 2003; Schastak S et al 2008). Die Kombination 
von THPTS-PDT (IC-30 Konzentration = Konzentration von 30 % Proliferationshemmung) 
und 2 Gy ionisierender Strahlung zeigten dieselbe Reduktion der 
Proliferationsgeschwindigkeit wie eine alleinige Radiatio mit 5 Gy. Hierbei war es 
unerheblich in welchem zeitlichen Abstand die Bestrahlung auf die PDT folgte (1 h – 6 h). 
Dies weist darauf hin, dass Reoxygenierung der Tumorzellen bei der Kombination beider 
Therapien keine Rolle spielt.  
Die vorwiegend zytoplasmatische und mitochondriale Lokalisation von THPTS und damit 
fehlende nukleare Anreicherung, kann in Verbindung mit dem fehlenden Nachweis von 
DNA-Doppelstrangbrüche (DSB) in den behandelten Glioblastomzellen stehen. Dabei stellen 
die DSB einerseits einen möglichen Grund für den Zelltod dar, auf der anderen Seite jedoch 
auch das mutagene Potenzial einer Therapie, da üblicherweise solche Effekte auch im Nicht-
Tumorzellen beobachtet werden. Die besonders starke Anreicherung von THPTS im Bereich 
der Mitochondrien ist ein möglicher Effekt der tumorbedingten stark negativen 
Membranladung der Mitochondrien und konnte bereits in anderen Zelllinien 
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(Retinoblastomzellen, Urothelkarzinomzellen, murine C26 Kolonkarzinomzellen) 
beschrieben werden (Neuhaus J et al. 2013; Schastak S et al. 2008; Walther J et al. 2014).  
Der Zelltod konnte nach THPTS-PDT durch die Induktion von Nekrose, Apoptose und 
Autophagie erreicht werden, wobei die Apoptose hierbei die hauptsächliche Form des 
Zelluntergangs darstellt. Der nur sehr geringe Anteil an nekrotischem Zelltod ist klinisch bzw. 
in vivo aufgrund geringer inflammatorischer Nebenwirkungen relevant. Der Nachweis von 
verstärkter Akkumulation von LC3 II in Autophagolysosomen unterstützt die Beobachtung, 
dass THPTS-PDT Autophagie induzieren kann. Betrachtet man Autophagie jedoch nicht als 
Form des Zelluntergangs, sondern als Fähigkeit von Tumorzellen metabolischen Stress zu 
überstehen, so erscheint es sinnvoll diesen Mechanismus zu blockieren. Unter Zugabe von 3-
MA, einem Autophagieinhibitor auf Basis einer PI3-Kinase Inhibition, konnte die Produktion 
von LC3 II bzw. der Autophagolysosomen nach THPTS-PDT reduziert und der Anteil an 
Apoptose gesteigert werden. Jedoch bleibt die Rolle der Autophagie im Rahmen 
antitumoraler Therapien und damit auch der Autophagieinhibition weiterhin nicht endgültig 
geklärt. 
Untersuchungen zum klonogenen Überleben der Glioblastomzelllinien nach THPTS-PDT 
zeigten bereits bei niedrigen Konzentrationen von 4 µg/ml – 10 µg/ml eine Reduktion der 
koloniebildenden Zellen um 50 %. In Kombination mit ionisierender Strahlung konnten hier 
ebenfalls additive Effekte beobachtet werden.  
Die Wirksamkeit von THPTS-PDT in vivo konnte bereits in verschiedenen Mausmodellen 
gezeigt werden - Balb/c Maus mit C26 Kolonkarzinom (Schastak S et al. 2005; 2008) sowie 
SCID-C.B.17 Maus mit subcutanem humanen Gallengangskarzinom (Oertel M et al. 2003). 
In unserer Arbeit konnte zum ersten Mal die Wirksamkeit der THPTS-PDT mittels 
subcutanem C6 Glioblastom Modell an Wistar Ratten gezeigt werden. Die therapeutische 
Eindringtiefe bei 100 J/cm² betrug bis zu 13 mm. 
 
Aus unseren Daten lässt sich schlussfolgern, dass eine Therapie mit THPTS in Kombination 
mit einer Bestrahlung einen effektiven Tumorzellschaden erzeugt. Darüber hinaus ist die 
Anwendung von THPTS-PDT in vivo sehr gut möglich und therapeutische Eindringtiefen von 
bis zu 13 mm im Gewebe erreichbar, wobei diese mittels Erhöhung der Lichtdosis sogar noch 
steigerbar sind. Aufgrund der Eigenschaften von THPTS sowie der Ergebnisse der THPTS-
PDT in Kombination mit ionisierenden Strahlen, könnte diese Art der Therapie eine gute 
postoperative Behandlungsmöglichkeit hinsichtlich der infiltrativ wachsenden 
Glioblastomzellen im Hirn darstellen. Diese sind einer der Hauptgründe für das Auftreten 
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lokaler Rezidive innerhalb von 2 cm um die Resektionshöhle (Eljamel S et al. 2010; Kostron 
H 2010). Auch die Anwendung in der Rezidivtherapie bei Glioblastomen erscheint somit als 
ein möglicher Einsatzbereich dieser Therapie.  
 
In der Folgezeit ist zur weiteren Untersuchung der Wirksamkeit eine THPTS-PDT im 
orthotopen Tiermodell geplant. Darüber hinaus sollen Experimente zur Pharmakokinetik im 
Hirngewebe Aufschluss über Verteilungsgeschwindigkeiten und erreichbare Konzentrationen 
in diesem speziellen Organsystem geben.  
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